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Diabetes mellitus é uma doença metabólica crônica caracterizada pela hiperglicemia 
persistente que pode afetar o sistema nervoso central. Para diminuir os níveis de glicose 
sanguínea e tratar as complicações causadas pelo diabetes, a população tem feito o uso de 
extrato de plantas, tal como a Pouteria ramiflora. Esse estudo avaliou os efeitos do extrato 
hidroalcoólico da casca do caule de Pouteria ramiflora na morfologia e morfometria das 
células hipocampais. Ratos machos foram divididos em grupos não diabéticos (n=6), 
diabéticos (n=6) e tratados por 20 dias (n=12) com acarbose 25 mg/kg ou extrato de Pouteria 
ramiflora 100 mg/kg e 500 mg/kg; e os cérebros foram dissecados. Secções coradas com 
Hematoxilina-Eosina foram preparadas e o diâmetro nuclear e a quantidade das células 
hipocampais foram analisadas pelo software ImageJ. A análise histológica revelou que o 
tratamento com o extrato da planta aumentou significativamente o número de células do 
hipocampo para ambos os grupos diabético e não-diabético. Contudo, quanto maior a 
concentração do extrato da planta (500 mg/kg), maior foi o diâmetro nuclear e a quantidade 
total de células para o grupo diabético em comparação ao tratado com acarbose. Em 
conclusão, observou-se que a administração de Pouteria ramiflora parece atenuar o dano 
cerebral causado pelo estresse oxidativo devido ao aumento no diâmetro nuclear das células 
ocasionado pelo tratamento, e também a perda neuronal. Portanto, sugere-se que o extrato da 
casca do caule de Pouteria ramiflora tenha efeito neuroprotetor nas células do hipocampo de 
ratos diabéticos.  
 









Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by a persistent 
hyperglycemia that may affect the central nervous system. To decrease blood glucose levels 
and to treat complications caused by diabetes, the population has been using plant extracts, 
such as Pouteria ramiflora. This study evaluated the effects of hydroalcoholic extract from 
the stem of Pouteria ramiflora on the morphology and morphometry of hippocampal cells. 
Male rats were divided into non-diabetics (n=6), diabetics (n=6), and treated for 20 days 
(n=12) with acarbose 25 mg/kg or Pouteria ramiflora extract 100 mg/kg and 500 mg/kg; and 
the brains were dissected. Sections stained with Hematoxylin-Eosin were prepared and the 
nuclear diameter of hippocampal cells was analyzed by ImageJ software. The histological 
analysis revealed that treatment with plant extract had significant increases in the number of 
cells of the hippocampus for both diabetic and non-diabetic groups. However, as the higher 
the concentration of the plant extract (500 mg/kg), the greater was the increase in the nuclear 
diameter and the number of total cells for the diabetic group in comparison with acarbose 
treatment. In conclusion, administration of Pouteria ramiflora seems to attenuate the brain 
damage caused by oxidative stress due to the increase in the nuclear diameter of the cells 
caused by the treatment, also the neuronal loss. Therefore, it is suggested that the extract of 
Pouteria ramiflora stem bark has a neuroprotective effect on the hippocampal cells of 
diabetic rats. 
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Um dos fatores que diferencia o cérebro dos demais órgãos é seu alto consumo 
energético à custa exclusivamente de glicose com a ausência de qualquer tipo de reserva 
energética nas células. A glicose é essencial, porém, quando em excesso, pode trazer várias 
complicações para o sistema nervoso central, incluindo alterações na neurotransmissão, 
mudanças estruturais, distúrbios na aprendizagem e memória, e anormalidades 
eletrofisiológicas (Mooradian, 1988; Mccall, 1992; Biessels et al., 1994; Di Mario et al., 
1995; Helkala et al., 1995). 
O diabetes mellitus é uma condição crônica que ocorre quando há níveis elevados de 
glicose livre no sangue por deficiências na produção de insulina, ou em sua ação ou em 
ambos e a hiperglicemia se torna crônica e persistente, seja por destruição das células beta do 
pâncreas, ou pela resistência dos tecidos periféricos à ação da insulina. A longo prazo, quando 
não controlada, a hiperglicemia pode causar danos a vários órgãos do corpo, incluindo o 
cérebro (IDF, 2017, SBD, 2017). Assim, além de controlar a glicemia, a insulina atua na 
modulação cognitiva do sistema nervoso central, na memória, no aprendizado e na 
plasticidade sináptica (Zhao et al., 1999; Park, 2001). Neste sentido, é possível que o 
hipocampo, uma estrutura cortical envolvida na formação da memória (Lopes et al., 1999), 
também seja afetado por esta complicação metabólica. 
A amilase é responsável por catalizar a hidrolise inicial de amidos complexos e 
glicogênio em oligossacarídeos menores no lúmen do intestino delgado, enquanto as alfa-
glicosidases intestinais hidrolizam oligossacarídeos, trissacarídeos e oissacarídeos em glicose 
e outros monossacarídeos na borda em escova do intestino delgado, promovendo sua absorção 
e digestão (Rosa; Dias, 2014, Sales 2012). No portador de diabetes mellitus, a degradação do 
amido leva ao aumento de glicose livre circulante e que não é utilizada pelas células, seja pela 
falta de insulina ou pela deficiência na sua função, logo, a inibição dessas enzimas, resulta em 
uma absorção de glicose lenta e uma diminuição da glicemia pós-prandial (Rosa; Dias, 2014). 
Atualmente, alguns dos fármacos inibidores dessas enzimas amplamente utilizados pela 
população diabética incluem acarbose, miglitol e voglibose (Souza, 2011). A Acarbose é um 
oligossacarídeo complexo que foi isolado de cultura de cultivo de diversos gêneros de 
actinomyces, e pertence a uma classe de agentes antidiabéticos orais, atua retardando a 
digestão de carboidratos (oligossacarídeos e dissacarídeos) em monossacarídeos passíveis de 
serem absorvidos pela borda em escova do intestino (Clissold; Edwards, 1988, Balfour; 





uso da acarbose em pacientes dose-dependentes, tais como desconforto abdominal, anorexia, 
gases, diarréia, dentre outras implicações gastro-intestinais (Cheng, 2005). 
A demanda por fármacos seguros, hipoglicêmicos e antidiabéticos leva ao interesse por 
inibidores naturais de origem vegetal, que têm mostrado efeitos inibitórios contra a atividade 
das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase e, portanto, podem ser potenciais terapêuticos 
eficazes no controle da hiperglicemia e com mínimos efeitos colaterais (Souza et al., 2012). 
Nos países em desenvolvimento, onde uma parte significativa da população não tem acesso a 
medicamentos e ao tratamento adequado, as pessoas buscam em plantas de conhecimento 
popular uma forma alternativa de tratar as doenças e seus sintomas. 
Algumas plantas têm revelado capacidade de diminuir a atividade da alfa-amilase, como 
é o caso da Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk da família Sapotaceae, cujo potencial de 
inibição foi verificado em 75% a partir de testes in vitro demonstrado por De Gouveia e 
colaboradores (2013). Contudo, com a inibição desta enzima é possível que a hiperglicemia 
seja controlada, mas há poucos estudos que demonstram a diminuição também dos efeitos 
secundários do diabetes mellitus diretamente nos órgãos, apesar de Da Costa e colaboradores 
(2013) já terem revelado o efeito neuroprotetor do extrato das folhas de Pouteria ramiflora, 
prevenindo alterações neuronais no hipocampo do cérebro de ratos diabéticos. 
Na prática popular, tanto as folhas quanto a casca do caule e da raiz da Pouteria 
ramiflora são utilizadas no tratamento do diabetes mellitus. Contudo, estudos ainda não foram 
realizados para elucidar os mecanismos de ação ou os efeitos na morfologia dos diferentes 
órgãos. Neste sentido, o presente estudo visou investigar os efeitos do tratamento com o 






MATERIAL E MÉTODOS 
 
Coleta e preparo do material vegetal 
O material vegetal (casca do caule de Pouteria ramiflora) foi coletado na Reserva 
Caça & Pesca Itororó, no município de Uberlândia-MG e em seguida foi submetido a 
identificação botânica por especialista, por autorização do IBAMA 02001.003400/2009-39. 
Excicatas foram depositadas no Herbário do Instituto de Biologia da UFU sob o n° HUFU 
45.535. O material vegetal foi separado, dessecado em estufa de ventilação forçada a 30-40°C 
e pulverizado em moinho de facas. O extrato hidroetanólico 1:1 foi preparado por maceração 
exaustiva por 24 horas, seguida de centrifugação e liofilização (Moura, 2008). 
 
Animais e procedimentos experimentais 
Ratos Wistar machos de massa corpórea entre 200 e 250g foram aclimatizados em 
gaiolas sob controle de iluminação (claro/escuro), temperatura e umidade ambiente, com livre 
acesso a água e ração. Os experimentos animais foram realizados no Centro de Bioterismo e 
Experimentação da Universidade Federal de Uberlândia, de acordo com a autorização do 
CBEA/UFU e da aprovação pelo comitê de ética em uso de animais CEUA/UFU (registro 
CEUA/UFU 060/10 e 054/09). 
O diabetes mellitus foi induzido pela administração via veia peniana de 40 mg/Kg de 
estreptozotocina dissolvida em tampão citrato 0.05 M (pH 4.5). Os ratos com nível glicêmico 
menor que 200 mg/dL foram considerados diabéticos e distribuídos em grupos de 12 animais, 
separadamente, considerando grupo não-diabético e grupo diabético, tratados com acarbose 
(25 mg/kg) e tratados com o extrato de Pouteria ramiflora nas concentrações de 100 e 500 
mg/Kg. 
O extrato foi diluído em água destilada e administrado no período da tarde por gavagem 
durante 20 dias. O peso corporal e os níveis glicêmicos foram monitorados periodicamente. 
Ao final do experimento, os animais foram mantidos em jejum de 12 horas e, após anestesia 
com solução de xilasina (10mg/Kg) e cetamina (75mg/Kg) aplicada via intraperitoneal, o 
animal foi sacrificado por decapitação, o cérebro foi dissecado e imediatamente lavado em 
salina (NaCl 0.9%), sendo fixado em formaldeído 10% por 24 horas e, posteriormente, 
submetido aos procedimentos de desidratação em uma bateria gradiente de álcool etílico, 
diafanizado em xilol e emblocado em parafina líquida, à 56°C na estufa. Cortes de 5 µm 








 Os cortes foram desparafinizados em estufa a 60° por 20 minutos seguidos por banhos 
de xilol, bateria gradiente de álcool etílico (100%, 70%, 50%) e água destilada, por 5 minutos 
em cada. Após a hidratação, as secções foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E.), na 
qual os cortes foram imersos em solução de Hematoxilina de Harris comercial por 10 minutos 
e lavados em água corrente por 15 minutos. Em seguida, foram imersos em solução de Eosina 
amarelada por 10 minutos e posteriormente imersos por 5 minutos em água destilada. Uma 
vez corados, os cortes foram desidratados, seguindo a bateria gradiente (50%, 70%, 100%) de 
álcool etílico e xilol por 5 minutos em cada. As lâminas foram montadas com Entelan e 
lamínula, os cortes foram visualizados em microscópio de luz Bio Focus e as imagens foram 
capturadas e armazenadas em arquivo do tipo “jpeg” por meio de um tablet associado ao 
software VMS3.6, versão 1.0. Para cada corte, entre 40 e 50 fotomicrografias foram obtidas 
de forma randomizada com objetiva de 40x. A partir das imagens digitalizadas foi realizada a 
morfometria com o uso do software ImageJ. 
Para a análise de morfometria as células viáveis foram contadas manualmente (n) por 
meio de seleção, assim como a medição das áreas analisadas. O diâmetro nuclear (µm) foi 
calculado traçando uma linha horizontal a partir de um ponto até o outro oposto ao primeiro, e 
uma linha vertical também a partir de um ponto até o outro oposto cruzando a linha horizontal 
no meio, considerando um campo para todas as regiões, sendo os valores obtidos 
multiplicados entre si. 
 
Análise estatística 
Análise estatística foi realizada utilizando o software BioEstat, aplicando teste One Way 
ANOVA com post hoc Tukey test para comparar os grupos antes e após o tratamento. Apenas 
os valores de p < 0,01 foram considerados significantes. O gráfico foi obtido pelo software 








RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A hiperglicemia persistente é o principal fator que caracteriza o diabetes mellitus como 
desordem metabólica, a qual é causada por uma relativa ou absoluta deficiência de insulina. A 
hiperglicemia leva ao estresse oxidativo, às alterações em enzimas metabólicas, à glicosilação 
protéica e à graves alterações estruturais em tecidos e órgãos vitais (Naik et al., 2014). O 
sistema nervoso central é um dos órgãos mais vulneráveis afetado pelo estresse oxidativo 
associado ao diabetes mellitus, devido à geração excessiva de radicais livres a partir da 
oxidação de níveis elevados de glicose intracelular (Ibrahim, 2017; Calábria et al., 2013). 
Esse estresse oxidativo pode ativar a apoptose celular, alterando a transmissão sináptica, 
sendo um mecanismo de neurotoxicidade da glicose (Artola, 2008; Tomlinson; Gardiner, 
2008).  
A utilização de coloração H.E. em estudos experimentais para morfometria celular é 
comumente utilizada (Moreira et al., 2011; Wollmann et al., 2011; Seabra et al., 2012; da 
Costa et al., 2013). Neste estudo, cortes frontais de cérebro de rato foram corados pela técnica 
H.E. e analisados por morfometria, a fim de quantificar e mensurar o diâmetro das células 
nervosas do hipocampo, avaliando o efeito do diabetes mellitus e o tratamento com acarbose 
(25 mg/kg) e com extrato da casca do caule de Pouteria ramiflora nas concentrações de 100 e 
500 mg/kg. 
 
Tabela 1: Dados morfométricos do hipocampo de ratos diabéticos e não-diabéticos 
tratados com acarbose e com extrato da casca do caule de Pouteria ramiflora 
Variáveis DA D100 D500 NDA ND100 ND500 
Células hipocampais (n) 2.217 2.484 3.066 2.381 4.129 3.480 
Diâmetro nuclear 
(µm±EP) 
775±0,41 743±0,31 836±0,30* 743±0,36# 826±0,42 827±0,37 
Grupos: DA (diabético tratado com acarbose a 25 mg/kg); D100 (diabético tratado com 
extrato de Pouteria ramiflora a 100 mg/kg); D500 (diabético tratado com extrato de Pouteria 
ramiflora a 500 mg/kg); NA (não-diabético tratado com acarbose a 25 mg/kg); N100 (não-
diabético tratado com extrato de Pouteria ramiflora a 100 mg/kg); ND500 (não-diabético 
tratado com extrato de Pouteria ramiflora a 500 mg/kg). Os números de células hipocampais 
referem-se à contabilização geral da quantidade de células de todo o hipocampo. As médias 
do diâmetro nuclear são apresentadas como média (em μm) ± EP. (*) p < 0,01 comparando o 






O termo “hipocampo” é comumente utilizado para descrever conjuntamente duas 
regiões interligadas: o giro denteado e o hipocampo propriamente dito ou “Corno de Amon” 
(CA). Nelas podem-se encontrar dois tipos de células principais, as células granulares do giro 
denteado e as células piramidais das sub-regiões CA1, CA2 e CA3 (Tavares, 2006; da Silva, 
2007). Os dados morfométricos nos cortes de cérebro de ratos diabéticos e não-diabéticos 
foram realizados considerando o número total de células no hipocampo e a média do diâmetro 
nuclear destas células nas sub-regiões CA1, CA2, CA3 e giro denteado (Tabela 1). 
 
Figura 1: Diâmetro nuclear das células do hipocampo, incluindo as sub-regiões CA1, CA2, 
CA3 e giro denteado de ratos diabéticos e não-diabéticos tratados com acarbose 25 mg/kg 
(DA; NDA) e com extrato de Pouteria ramiflora nas concentrações de 100 mg/kg (D100; 
ND100) e 500 mg/kg (D500; ND500). (*) p < 0,001 comparando o grupo D500 com o DA e 
D100; (#) NDA com N100 e N500 
 
 
A análise estatística revelou aumento gradativo no número de células em todas as áreas 
do hipocampo, conforme aumenta-se a concentração do extrato da planta nos animais 
diabéticos tratados e ainda maior nos animais não diabéticos tratados, comparando-se com o 
tratamento com acarbose. Para os diabéticos, o menor número de células foi observado em 
ratos tratados com acarbose (2.217 células) e o maior número em ratos tratados com o extrato 
de Pouteria ramiflora a 500 mg/kg (3.066 células). Para os não-diabéticos, o menor número 
de células também foi observado em ratos tratados com acarbose (2.381 células) e o maior 
número em ratos tratados com o extrato de Pouteria ramiflora a 100 mg/kg (4.129 células) 





células hipocampais para os ratos diabéticos comparando os tratamentos da acarbose com o 
extrato de Pouteria ramiflora a 100 mg/kg, e aumento ao ser comparado com a dose mais alta 
do extrato da planta (p < 0,01). Para os ratos não-diabéticos, o diâmetro nuclear aumentou 
comparando os tratamentos com acarbose e o extrato de Pouteria ramiflora nas duas 
concentrações testadas (p < 0,01), mantendo-se constante independente da dose (Tabela 1; 
Figura 1). Esse aumento na densidade de células hipocampais também foi constatado em 
estudo com ratos Wistar epilépticos avaliando a ação antioxidante e o efeito neuroprotetor de 
ácido clorogênico (González, 2016). 
Considerando o diabetes mellitus como alvo de estudo, não há diferença significativa 
entre os grupos diabético e não-diabético, pelo menos em relação ao número de células e 
diâmetro celular (Tabela 1; Figura 1). Por outro lado, quando a avaliação é direcionada aos 
tratamentos, observa-se que somente a alta concentração de extrato da planta promove 
aumento no diâmetro nuclear das células hipocampais em diabéticos. Diferentemente dos 
indivíduos não-diabéticos que, independente da concentração (100 ou 500 mg/kg) do extrato 
de Pouteria ramiflora apresentaram aumento significante no diâmetro nuclear das células 
hipocampais (Tabela 1; Figura 1). 
Dentre os diferentes fármacos terapêuticos para o tratamento do diabetes tipo 2, 
encontra-se a droga oral acarbose, um oligossacarídeo complexo de origem microbiana que, 
por competitividade inibe a atividade das enzimas α-glicosidases, impedindo a hidrólise de 
carboidratos complexos em glicose e frutose no intestino, bem como a atividade da enzima α-
amilase pancreática, porém com menor efeito, retardando assim a absorção de 
monossacarídeos pelo organismo, resultando na diminuição da glicemia pós-prandial de 
maneira dose-dependente (Florez; Sanchez; Marks, 2009; Balfour; Mctavish, 1993; Clissold; 
Edwards, 1988). A partir da redução nos níveis de glicose sanguínea e consequente controle 
da hiperglicemia persistente, muitas das disfunções metabólicas sistêmicas, como o estresse 
oxidativo, podem ser atenuados, incluindo as complicações neurológicas e 
comportamentais/cognitivos causadas pela morte neuronal e/ou deformação estrutural do 
tecido nervoso, alterações na transmissão sináptica, déficit cognitivo, funções de memória, 
depressão, hipolocomoção, entre outros (Patel; Udayabanu, 2017). 
O perfil fitoquímico completo da Pouteria ramiflora foi revelado por Oliveira e 
colaboradores (2014). As diversas atividades biológicas possíveis para Pouteria ramiflora 
podem estar relacionadas às diferentes classes de metabólitos secundários encontrados, como 
compostos fenólicos, taninos, antraquinonas livres, cumarinas, esteroides, triterpenos, 





foram identificados no extrato desta planta (Correia et al., 2016), bem como miricetina 
glicosilados e ácido gálico (Costa, 2014). 
O efeito do tratamento com acarbose e com extrato de Pouteria ramiflora parece ser 
positivo pela perspectiva antioxidante. Assim, o estudo da morfometria, não determina, mas 
indica que pode ter ocorrido diminuição do estresse oxidativo ou dos níveis glicêmicos com 
resposta direta no cérebro dos ratos avaliados. Estudo de Da Costa e colaboradores (2013) 
evidenciou por análises bioquímicas a resposta antioxidante e hipoglicemiante do extrato da 
folha da Pouteria ramiflora, bem como efeito positivo de neuroproteção nas células 
hipocampais. Neste mesmo estudo, os autores também observaram que o tratamento com o 
extrato desta planta restaurou os níveis de um motor molecular importante no transporte de 










É possível sugerir, com os dados obtidos, que o extrato hidroalcoólico da casca do caule 
de Pouteria ramiflora possui efeito neuroprotetor nas células do hipocampo, uma vez que em 
comparação com o tratamento com acarbose, houve aumento na quantidade de células 
presentes nas subregiões do hipocampo, indicando diminuição de perda neuronal, além do 
aumento no diâmetro nuclear, demonstrando efeito contra o estresse oxidativo. Estudos 
futuros são necessários para a compreensão do mecanismo de ação da Pouteria ramiflora 
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